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(54)ritle: HUMAN CIRCULATING CYTOKINE CC-1 

(54) Bezeichnung: HUI4ANES ZIRKULIERENDES CYTOKIN CC-1 

(57) Abstract 

A cytokine CC-1 having the following sequence of aminoacids 
and SEQ ID No. 6 is disclosed, as well as its biologically active 
fragments and/or derivatives, in particular its amidated, acetylated, 
phosphorylated and/or glycosylated derivatives. 

(57) Zusammenfiassung 

Cytoldn CC-1 mit der nachfolgenden Aminos^mesequenz 
gemflB SEQ ID No. 6 sowie dessen biologisch aktive Fragmente 
und/oder Derivate, insbesondere amidierte, acetylieite, phospbo- 
rylierte und/oder glycosylierte Derivate. 
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Humanes zirkulierendes Cvtokin CC-1 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Polypeptid aus 
der Klasse der Cytokine, Cytokin CC-1 sowie dessen biologisch 
aktive Fragmente und/oder Derivate, ein fur das Cytokin CC-1 
Oder fur seine biologisch aktiven Fragmente kodierendes Poly- 
nukleotid, insbesqndere eine cDNA, ein Arzneimittel ent- 
haltend das erf indungsgemaSe Peptide ein Diagnostikmittel , 
Verwendung von Cytokin CC-1 fur zweite medizinische Indi- 
kationen sowie eine Nucleinsauresonde hybridisierend fur ein 
Polynukleotid kodierend fur Cytokin. CC-1 oder eines seiner 
Fragmente. 

Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daS sich aus humanein 
Hamofiltrat ein Cytokin CC-1 isolieren lafit , Das Cytokin hat 
die in SEQ ID No. 6 angegebene Aminosauresequenz . 

Auch Fragmente des Cytokins CC-l weisen biologische Aktivitat 
auf . Die Fragmente sind erhaltlich durch dem Fachmann bekann- 
te Methoden, beispielsweise durch Abdauung mit Peptidasen, 
insbesondere Endoproteasen . Auch Fragment ie rung des er- 
f indungsgemaSen Peptids mittels peptidbindungspal tender 
chemischer Reagenzien, insbesondere. Cyanogenbromid lief ert 
auch biologisch aktive Fragmente.. 
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Das erf indungsgemafie Peptid ist erhaltlich durch ein Isola- 
tionsverf ahren ausgehend von humanem Hamof iltrat . 

Das humane Hamofiltrat wird gegebenenf alls mit Wasser ver- 
dunnt und angesauert . Der pH-Wert betragt vorzugsweise 1,5 
bis 3,5, insbesondere 2,5 bis 3,0. Danach wird das Hamo- 
filtrat: mit einem Kationenaustauscher behandelt, beispiels- 
weise einem mit Sulf onsauregruppen modif izierten Trager- 
material (Fractogel medium SO3" der Firma Merck) . Die an den 
Kationenaustauscher gebundenen Peptide werden mit relativ 
hoch konzentrierter Salzlosung in einem sauren pH-Bereich, 
der dem obigen entspricht, eluiert . Die Ibnenstarke der 
Elutionslosung entspricht dabei ungefahr einer 0,7 bis 1,3 
molaren Natriumchlor idlosung . 

Das aufgefangene Eluat wird mit einem peptidf allenden Rea- 
genz, beispielsweise Ammoniumsulf at versetzt . Die Ausfallung 
der Peptide erfolgt vorzugsweise bei niedrigeren Temperatu- 
ren, insbesondere im Bereich von 4 bis 10 °C. Das so gewonnene 
Prazipitat wird von der uberstehenden Losung befreit, in 
Wasser aufgenommen und danach mit einem niederen peptid- 
f allenden Alkohol , wie Isopropanol versetzt. Darin schlieSt 
sich eine weitere Kationenaustauscher-Chromatographie an. 
Diese Chromatographie ist' vorzugsweise eine Gradienten- 
elutions-Chromatographie mit einem Puffer geringer lonen- 
starke bis zu einem Puffer mit hoherer lonenstarke ent- 
sprechend ungefahr einer lonenstarke von 0,7 bis 1,3 M NaCl . 

Die biologisch aktiven Fraktionen werden gepoolt und mittels 
praparativer Umkehrphas en -Chromatographie an mit C4 modif i- 
zierten Tragermaterialien weitergereinigt Gegebenenf alls 
erf olgen weitere chromatographische Reinigungsschritte . 

Die durch die chromatographische Reinigung erhaltene Substanz 
wurde der Strukturbestimmung zugef iihrt . Die Sequenzanalyse 
erfolgte iiber einen Edman-Abbau des Peptids sowie der Spalt 
produkte und wurden uber einen ABI 473 A Sequenzer durchge- 
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fiihrt, 

Aus der erf indungsgemaSen Peptidsequenz laSt sich ein Polynu- 
kleotid ableiten, kodierend fur das Cytokin CC-1 (Fig. 1) 
mit dem C-terminalen Fragment gemafi SEQ ID No. 8 und der 
damit verbundenen Nukleinsauresequenz SEQ ID No . 9. 

Das Polynukleotid ist insbesondere sine cDNA, die sowohl als 
Ausgangspunkt einer gentechnischen Herstellung des Cytokins 
CC-1 dienen kann, wie auch als analytisches Werkzeug zum 
Nachweis des Auf tretens von fur das Protein kodierender DNA 
Oder mRNA. 

Dabei konnen entsprechende Derivate als Hybridisierungssonden 
eingesetzt werden- Beispielsweise weist die cDNA, die fur 
ein Fragment des erf indungsgemaSen Peptids kodiert, eine 
Sequenz gemaS SEQ ID No . 7 auf . 

Neben der gentechnischen Herstellung ist auch die aufbauende 
Totalsynthese an ublichen Festphasen im Sinne der Merrif ield- 
Synthese moglich. Die Synthesenstrategie und der Aufbau des 
Peptids mit den entsprechend geschutzten Aminosauren sind 
dem Fachmann bekannt . 

Das erf indungsgemaSe Peptid kann als Arzneimittel Verwendung 
finden. Seine biologische Aktivitat entspricht der eines 
Cytokins. Es ist daher geeignet, als Arzneimittel bei den 
in Anspruch 7 genannten Indikationen eingesetzt zu werden. 
Das erf indungsgemaSe Peptid kann dabei in fur Peptide ub- 
licher Weise parenteral, intravenos oder intramuskular oder 
intranasal, bukal verabreicht werden. Die Menge an zu verab- 
reichenden Peptid betragt zwischen 10 und 3.000 ^tg pro 
Darreichungseinheit . 

Das erf indungsgemaSe Diagnostikmittel enthalt poly- oder 
monoklonale Antikoirper gegen das erf indungsgemaSe Peptid 
gegebenenf alls in fluoreszenz- oder radioaktivmarkierter Form 
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um in an sich bekannten ELISA oder RIA Assays eingesetzt 2U 
werden . 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher be- 
schrieben . 

Beispiel 1 

500 1 humanes Hamof iltrat wurden mit Wasser auf 2.000 1 ver- 
dunnt und mit konzentrierter HCl der pH auf 2,7 eingestellt. 
Nach Auftrag auf eine Ami con -Vantage Saule (Fullmaterial 
Merck Fractogel medium SO3") wurden die gebundenen Peptide 
mit 1 M NaCl pH 3 , 0 eluiert. 

Das Eluat (7 1) wurde mit Ammoniumsulf at versetzt und iiber 
.Nacht die Peptide bei 4°C ausgefallt.. Das Peptidprazipitat 
wurde uber einen Buchner-Filter f iltriert . 

Das gewonnene Prazipitat wurde in 2 1 Wasser gelost und mit 
4,5 Teilen Isopropanol versetzt . Die ausgefallten Peptide 
wurden erneut uber einen Buchner-Filter abf iltriert. 

Das Prazipitat nach Isopropanol -Fal lung wurde in 4 1 Wasser 
gelost und ein pH von 3,0 mit HCl eingestellt. Nach Auftrag 
auf einen Kationenaustauscher (Saule: Amicon Vantage) wurde 
die Saule eluiert xind die Fraktionen gesammelt ( Chroma togramm 
siehe Fig. 2) . 

Chromatoaraphie-Bedincrunqen 

Puffer A: 10 mmol Natriumdihydrogenphosphat pH 3 , 0 
Puffer B: Puffer A mit 1 M NaCl 
Gradient: 0 - 100 % B in 60 min. 
FluE: 40 ml/min 
Detektion: 28 0 nm 

Chroma tographieanl age : Biopilot (Pharmacia) 
Fraktionen: a 2 min ab Start des Gradienten 
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Die Fraktionen 31 bis 34 wurden zur weiteren Behandlung ver- 
einigt- 

Die gepoolten Fraktionen 31 bis 34 wurden sukzessive in zwei 
Chromatographie-Laufen liber eine praparative Reverse-Phase 
Saule aufgetrennt (Chromatogram siehe Fig. 3 a und b) . 

Chr oma t oar aph i e - Be d i naunaen 

Saule: 3 cm x 12,5 cm Stahlsaule 
Fiillmatierial: Parcosil RP-C4 25-45, 300 A 
Puffer A: 0,01 N HCl 

Puffer B: Puffer A mit 30 % Methanol und 50 % Isopropanol 
Gradient: 0 - 100 % B in 6 0 min. 
FluS: 15 ml /min 
Detektion: 280/254 nra 

Chromatographieanlage: BioCAD (Perseptive) 
Fraktionen: a 1 min ab Start' des Gradienten 

Die Fraktionen 22 und 23 aus dem erst en praparativen Lauf 
sbwie die Fraktion 24 des zweiten Laufes wurden gepoolt und 
das Losungsmittel uber einen Rotationsverdampf er abgezogen. 
Danach wurden die Fraktionen uber eine semipraparative RP-C4 
Saule aufgetrennt (Chromatogram siehe Fig. 4). 

Chromatoaraphie -Bed inaunaen 

Saule: 1 cm x 12 , 5 cm Stahlsaule 
Fiillmaterial : Parcosil RP-C4 5 fi, 300 A 
Puffer A: 0,1 % TFA 

Puffer B: Puffer A mit 80 % Acetonitril 
Gradient: 0-30%Bin60 min, 
FluS: 2 ml /min 
Detektion: 214 nm 

Chromatographieanlage: Kontron 322 
Fraktionen: a 1 min ab Start des Gradienten 
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Die Fraktion 33 und 34 enthalt die zu uber 95 % auf gereinigte 
Substanz, die im folgenden in ihrer Struktur aufgeklart 
wurde : 

Beispxel 2 

SequGZiz-Bestziinmungf • 

Edman-Abbau des Peptids sowie der Spaltprodukte erfolgte uber 
einen ABI 473 A Sequenzer nach Auftragen auf eine Polybrene- 
Membran in Mengen zwischen 100 und 400 pmol unter Verwendung 
des Standard-Programmes . 

Bestlwmung' von Cysteinen 

"C-Carboxymethylierung und nachfolgende Aufreinigung uber 
analytische Vydac CIS RP-Saule (4,6 mm x 25 cm) . Detektion 
der carboxymethylierten Fraktion im Radioaktivitatsmonitor . 

Nachfolgend Lys-C-Spaltung von 50 % des carboxymethylierten 
Peaks mit der Endopeptidase Lys-C. Die Spaltung erfolgte bei 
37 uber 3 Stunden in den vom Hersteller (Boehringer, Mann- 
heim) angegebenen Puff em bei einem Verhaltnis von Enzym zu 
Peptid von 1:25. Die Spaltprodukte wurden xiber RP-Chromato- 
graphie mit einer analytischen Vydac - CIS -Saule getrennt . 
Sammeln der einzelnen Peaks und Secjuenzierung zur Komplett- 
bestimmung der Sequenz . 

Bestimnimgr des C-Tezminus 

Die Spaltung der restlichen 50 % des carboxymethylierten Pep- 
tids erfolgt mit Chymostrypsin in den vom Hersteller 
(Boehringer, Mannheim) angegebenen Puffern bei einem Ver- 
haltnis von Enzym zu Peptid von 1:25, die nachfolgende 
Aufreinigung uber analytische Vydac CIS RP-Saule (4,6 mm x 
2 5 cm) - Die einzelnen Peaks werden gesammelt und zur 
Komplettbestimmung der Seguenz analysiert . 
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MassGnhestlmmung 

Massenbestimmung des Gesamtpeptids erfolgt mit Sciex API III 
sowie der Fragmente nach Lys-C- und Chymotrypsinspaltung . 

Sequenziearung und Massenbestimmung eargeben die oben an- 
gegebene Sequeiiz mit* einer Masse von 8689 Dalton. 

Ein Datenbankvergleich wurde durchgefuhrt an Swiss-Prot und 
EMBLi-Peptid und Nukleinsauredatenbank . Sequenzhomologie zu 
verschiedenen Mitgliedern der Super f ami lie der Intercrine 
wurden f estgestellt , dabei hochste Homologie zu Macrophage 
Inflammatory Protein MIP I alpha und MIP I beta. 

Belsplel 3 

Bestimmung der cDNA 

Klonlejrung^ und Cha.ra.}cte3risie3rung^ eines partlellexi humanen 
Cytokin CC-l cDNA-Fragmentes 

Aus humanen Nebennierengewebe wurde mit Hilfe eines auto- 
matischen Nukleinsaureextraktors (ABI,340) Gesamt-RNA prapa- 
riert . ■ 

Aus 5 /xg dieser RNA v/urde die mRNA unter Verwendung von MMLV- 
RTase (Gibco-BRL) und eines synthetischen Oligo (dT) -Primers 
(UNIP-2, CCTGAATTCTAGAGCTCA{T) 17) in cDNA-Erststrang umge- 
schrieben. Parallel dazu vmrden ausgehend von der bekannten 
Peptid-Sequenz zwei . "degenerierte" PCR-Primerpaare syntheti- 
siert, welche samtliche Codierungsmoglichkeiten fur die ent- 
sprechenden Aminosauresequenzen enthielten (siehe separates 
Blatt »*CC-l-Aminosauresequenz und abgeleitete PCR-Primer") . 
Das erste Primerpaar (CC-1-2/1/ CC-1-2/2) war dabei in Bezug 
auf die Aminosauresequenz eher N-terminal lokalisiert, 
wahrend das zweite Primerpaar (CC-1-2/3, CC-1-2/4) nach C- 
terminal verschoben positioniert war. Dies sollte eine 
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Verstarkung in zwei Stufen (Vorverstarkung, Nachverstarkung) 
ermoglichen, urn die Spezifitat der Reaktion zu erhohen. 
Folgende Reaktionen vmrden durchgef lihrt : 

1. In zwei verschiedenen Ansatzen warden je l/l5 des cDNA- 
Ansatzes 4 0 PCR-Zyklen mit den Primerkombinationen CC- 
1-2/1 / UNIP-2 bzw. CC-1-2/2 / UNIP-2 unterzogen (Vor- 
verstarkung, 2 Ansatze) . Ein Zyklus bestand aus : 

95 °C 3 0 sec Denaturierung 

48 °C 3 0 sec Primer-Hybridisierung 

72**C 3 min Extension 

2. Je 1/30 der beiden Ansatze wurde danach mit den Primer- 
kombinationen CC-1-2/3 / UNIP-2 bzw. CC-1-2/4 / UNIP-2 
in 20 Zyklen nachamplif iziert (Nachverstarkung, 4 
Ansatze) : 

95 ®C 3 0 sec Denaturierung 

42 °C 3 0 sec Primer-Hybridisierung 

72 °C 2 min Extension 

Nachverstarkung mit CC- 1-2/4 / UNIP-2 konnte ein homogenes 
PCR-Produkt erhalten werden {siehe "Agarosegelelektrophorese 
der PCR-Fragmente" ) . . Der PCR-Ansatz wurde durch Centrikon 
C-100 (Amicon) - Zentrif ugation von nicht umgesetzten Primem 
befreit, zusammen mit 50 ng pBluescript Eco-RI-restringiert 
(die PCR~Primer enthalten zur leichteren Klonierung Eco-RI- 
Schnittstellen) und anschlieSend ligiert. Die Ligationspro- 
dukte wurden in E.coli XL-1 Blue propagiert , die Plasmid-DNA 
weiSer Kolonien mit Qiagen-Saulen (Diagen) prapariert und 
mit Hilfe eines Fluoreszenzsec[uenzers sequenziert. Die 
klonierte cDNA kann nun als hochspezif ische Hybridisierprobe 
zuTH Screening einer cDNA- oder Genbank eingesetzt werden. 
Ausgehend von der Sequenz konnen zudem spezifische Primer 
fur eine direkte Amplif ikation der restlichen cDNA aus 
Gesamt-DNA einer humanen cDNA-Bank abgeleitet werden. 
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GAP-2-Aminosauresequenz und abgeleitete PGR- Primer 
Primer 

CC-1-2/4 SEQ ID No. 1, +-4-^ I 48 Variationen 

CC-1-2/1 SEQ ID No. 2, 768 Variationen 

CC-1-2/3 SEQ ID No. 3, 24 Variationen 

(kodierend . f ur Fragment SEQ ID No. 4 GAP-2 AA-Seq.) 

CC-1-2/2 SEQ ID No. 5, 384 Variationen 

CC-1-2/3 SEQ ID No. G, 24 Variationen 
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S EQUENZ PROTOKOLIi 

(1) AliliGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Prof. Dr. Wolf-Georg Forssmann 

(B) STRASSE: Bluecherstrasse 5 

(C) ORT: Hannover 

(E) LAND: Deutschland 

(F) PGSTLEITZAHL: 30175 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFlNDXJNG: Humanes zirkulierendes Cytokin CC-1 
(iii) AN2AHL DER SEQUENZEN: 9 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASStJNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM : PC -DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.3 0 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "PGR- Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
GCCCGGAATT CTAGACARCG NATHATGGAY TA 32 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCmiEIBUNG: /desc = " PCR-Primer" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 2: 
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CCCGAATTCT ' AGAARTAYCC NATHCCNCGN CA 32 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: " . 

(i) SEQUENZKEI^NZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelscrang • 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = " PCR-Primer " 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
GCCCGGAATT CTAGACARAG RATHATGGAY TA ' 3.2 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART; Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Eiixzelstrang ; : ^ 

(D) TOPOLOGIE: linear 

-i 

(ii) ART DES MOLEK&LS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
( iv) ANTISENSE : NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 4 : 

Lys Tyr Pro lie Pro Arg Glu Arg lie Met Asp Tyr 
1 5 10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = " PCR- Primer " 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 5: 
CCCGAATTCT AGAARTAYCC NATHCCNAGR CA 32 
(2) ANGABEN. 2U SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 74 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
<D) TOPOLOGIE: nicht bekannt 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Thr Lys Thr Glu Ser Ser Ser Arg Gly Pro Tyr His Pro Ser Glu Cys 
1 ' 5 10 15 

Cys Phe Thr Tyr Thr Thr Tyr Lys lie Pro Arg Gin Arg lie Met Asp 
20 25 30 

Tyr Tyr Glu Thr Asn Ser Gin Cys Ser Lys Pro Gly lie Val Phe lie 
35 40 45 

Thr Lys Arg Gly His Ser Val Cys Thr Asn Pro Ser Asp Lys Trp Val 
50 55 60 

Gin Asp Tyr lie Lys Asp Met Lys Glu Asn 
65 70 

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 123 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: CDNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
TATGAGACCA GCAGCCAGTG CTCCAAGCCC GGAATTGTCT TCATCACCAA AAGGGGCCAT 60 
TCCGTCTGTA CCAACCCCAG TGACAAGTGG GTCCAGGACT ATATCAAGGA CIATGAAGGAG 120 
AAC 123 
(2) AN(3ABEN 2U SEQ ID NO: 8: 
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( i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 4 7 Aminosauren 

(B) ART: Aminosauire 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 8: 

Gin Arg lie Met Asp Tyr Tyr Glu Thr Asn Ser Gin Cys Ser Lys Pro 
1 5 10 15 

Gly lie Val Phe lie Thr Lys Arg Gly His Ser Val Cys Thr Asn Pro 
20 25 30 

Ser Asp Lys Trp Val Gin Asp Tyr lie Lys Asp Met Lys Glu Asn 
35 • 40 45 

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 330 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstreuig 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 



GAATTCTAGA 


CAGCGGATCA 


TGGATTACTA 


TGAGACCAGC 


AGCCAGTGCT 


CCAAGCCCGG 


60 


AATTGTCTTC 


ATCACCAAAA 


GGGGCCy^TTC 


CGTCTGTACC 


T^CCCCAGTG 


ACAAGTGGGT 


120 


CCAGGACTAT 


ATCAAGGACA 


TGAAGGAGAA 


CTGAGTGACC 


CAGAAGGGGT 


GGCGAAGGCA - 


180 


CAGCTCAGAG 


ACATAAAGAG 


AAGATGCCAA 


GGCCCCCTCC 


TCCACCCACC 


CCTAACTCTC 


240 


AGCCCCAGTC 


ACCCTCTTGG 


A<5CTTCCCTG 


CTTTGAATTA 


AAGACCACTC 


ATGCTCTTCA 


300 


AAAAAAAAAA 


AAAAATGAGC 


TCTAGAATTC 








330 
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Patentanspriiche 

1. Cytokin CC-1 mit der nachf olgender Aminos auresequenz 
gemaS SEQ ID No. 6 sowie dessen biologisch aktive 
Fragments und/oder Derivate, insbesondere amidierte, 
acetylierte, phosphorylierte und/oder glycosylierte 
Derivate . 

2. Polynukleotid kodierend fur Cytokin CC-1 nach Anspruch 
1 und/oder dessen Fragmente. 

3. Polynukleotid nach Anspruch 2 dadurch gekennzeichnet , 
daS dieses ein cDNA- Fragment gemafi SEQ ID No. 7 ist. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Cytokins-CC-1 gemaS An- 
spruch 1 durch Extraktion von Hamofiltrat, Kationenau- 
stauscher-Extraktion, gefolgt von Elution der adsor- 
bierten Substanzen, 

Ammoniumsulf at-Fallung der im Eluat vorhandenen Peptide 
und Proteine, 

Aufnahme des Praziptitats in wafiriger Losung und er- 
neute Fallung mit einem niederen Alkohol sowie 
Kationenaustauscher-Chromatographie , sowie Umkehr- 
phasen-Chromatographie . 

5- Arzneimittel enthaltend Cytokin CC-1 gemaJS Anspruch 1 
als wirksamen Bestandteil . 

6. Diagnostikmittel enthaltend poly- oder monoklonale An- 
tikorper gegen Cytokin CC-1 oder mit der fur das 
Cytokin kodierenden Nukleinsaure oder mRNA. 

7. Verwendung von Cytokin CC-1 zur Herstellung eines Arz- 
neimittels zur Behandlung von Storungen der Migration 
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von Zellen, Erkrankungen des Immunsystems , Tumoren 
sowie Disfunktion regulatorischer Wachstumsf unktionen . 

8. Nukleinsauresonden hybridisierend mit einem Polynu- 
kleotid nach Anspruch 2. 



ssiezasAi i_> 
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Primer 

~ 

Eco RI I 

^ I > ab hier cDN3^ 



I (N) 

Q R I M D y lY £ T S S Q C S K 
CAG CGG ATC ATG GAT TACITAT GAG ACC AGC AGC CAG TGC TCC ^^^vC 



Frame 2 

G AAT TCT . - -.-. ^ w^w WW j-Liw .-.A^ Vim i.-.ui i.-ir auw agc AGC CAG TGC TCC 2^nG 

10 19 23 37 46 *"s5 



?C-lVFITKRGHSVCTNt>snK 
CCC GGA ATT GTC TTC ATC ACC AJA AC-G GGC CAT TCC GTC TGT ACC AAC CCC 2^GT GJ^C AAG 
^4 73 S2 91 100 1*09 

^-.j i > 3 • -nichcur&nslacierte 

WVQDYIKDMKEN STO=> Region 
TGG GTC CAG GAC TAT ATC A.AG aAC ATG AAG GAG AAC TGA GTG ACC CAG AAG GGG TGG CGA 
124 133 1-22 151 leo 159 



AGG CAC AGC TCA GAG ACA TAA AGA CAA C^^T GCC AAG C-CC CCC TCC TCC ACC CAC CCC T^A 

193 202 211 220 229 

Polyadenylierungssignal 

CTC TCA GCC CCA GTC ACC CTC TTG CAG CTT CCC TGC TTT C Aiii T^A &^r ; ACC ACT CA^* G^ 
244 253 262 271 280 289 

1 > Poly (A) -Tail bzw. ?rin:>er UNIP-2 

I £co RI 

I :<ba I 

f Sac I 

CTT CAA AAA AAA AAA AAA AAT GAG CTC TAG AAT TT 
304 313 322 



In der Peptidsequenz abweichende Aminosauren sind in Klamnern 
angegeben. 



Fiour 1 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Figur 2 



ERSAT7BLATT (REGEL 26) 
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ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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OD 

214 nm 



%B 
I- 50% 



0,25- 




30% 



T I I I I I I 



-0% 



fractions 



Fi£ur 4 
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